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要旨
骨組織は骨形成と骨吸収の動的平衡によって維持される器官である。この骨吸収を担う
破骨細胞の分化は様々なホルモンやサイトカインによってコントロールされている。これ
らの因子の中でも、近年同定されたreceptor act市ator of NF‐κB(RANK)ligand
(RANKりは破骨細胞形成に必須な因子であり、macrophage colony¨stim ulating factOr
(M―CSF)存在下において、骨髄細胞や膊臓細胞から成熟破骨細胞を誘導することが知
られている。
本研究ではマウスの未分画骨由来細胞より、可溶性RANKL(sRANKL)とM‐CSFと
によって成熟破骨細胞へと分化し得るモノサイト/マクロファー ジlineageの細胞
(M/Mφ様細胞)を、ストローマ細胞などの介在細胞を含まない状態で単離する方法を
確立した。しかし、sRANKLとM‐CSFとによる成熟破骨細胞の形成率は低く、これら以
外にさらに他の因子が必要であることが示唆された。
単離したM/Mφ様細胞は、内在的にtransforming growth factor¨β (TGFβ¨)1、2
とI、 H型のTGF‐β受容体を発現していた。そこで本研究ではTGFβ¨の破骨細胞形成
に対する作用を検討した。sRANKLとM‐CSFとによる破骨細胞誘導系にTGF‐βを加え
ると、単離したM/Mφ様細胞はすべて破骨細胞lineageへと分化した。また、TGF―βの
中和抗体の添加によって、sRANKLとM‐CSFとによる破骨細胞誘導が完全に抑制され
た。TGF‐βの効果は、未分画骨由来細胞を用いた破骨細胞形成系でも認められ、
TGF‐β中和抗体は1,25-dihydroxy宙tamin D3の促進効果を抑制した。sRANKL刺激に
よつて誘導されるAP‐1とNF‐κBの核移行は、TGF‐β前処理したM/Mφ様細胞におい
て強く促進されたが、sRANKLの受容体であるRANKの発現に対してTGF‐βは影響しな
かつた。本研究の結果は、TGFβ¨が破骨細胞形成に必須なオートクラインフアクターで
あることを示唆する。
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緒言
骨吸収を担う破骨細胞は、血液幹細胞を起源とし、破骨細胞の前駆細胞はモノサイト/
マクロファー ジ (M/Mφ)と共通の特性を有する (1,2)。これまで、Parathyroid
hormone、1,25‐dihydroxy宙tamin D3[1,25(OH)2D3]などの全身性ホルモン、
prostaglandin(PG)などのオータコイド、macrOphage co10ny‐stimulating factOr
(M‐CSF)、interleukin(IL)¨1、 IL6¨、 IL‐11、 tum or necrosis factOr(TNF)‐
αなどのサイトカィンが破骨細胞の分化をそれぞれ制御することが知られている (3,
4)。最近、osteoclast differcntiation factor/osteoprotegcrin ligand/TNF‐rclated
activation‐induced cytOkine/receptor activator of NF―κB(RANK)ligand(RANKL)
が破骨細胞の分化に重要、かつ決定的な因子として同定された(5,6)。骨髄ストローマ細
胞や骨芽細胞は各種の刺激によりこの分子をその細胞膜上に発現し、一方、破骨細胞前駆
細胞はその受容体であるRANKを発現する。ごく最近、RANKL遺伝子を欠いたマウスは
重篤な大理石病を呈することが報告された (7)。よって、RANK/RANKLの結合はスト
ローマ細胞と破骨細胞前駆細胞との相互作用による破骨細胞分化に必須な機構であると考
えられる。破骨細胞前駆細胞とストローマ細胞との相互作用と同様に、RANKLは活性化
したT細胞上にも発現され、膜上にRANKを発現する樹状細胞とT細胞とが関わる免疫反
応を制御する (7‐9)。
最近、膜貫通部位と細胞内部位を欠いた可溶性RANKL(sRANKりを用いることによ
り、破骨細胞の形成とその機能発現におけるRANKLの役割をより詳しく調べることが可
能となった。これまで、膊臓細胞、非接着性骨髄細胞、末梢血由来のモノサイトなどが
M‐CSFとsRANKLとの刺激により、ストローマ細胞の非存在下において破骨細胞へと分
化することが知られている (5,6,10,11)。また、マクロファージ様の株細胞はM―CSF
とsRANKLとの存在下で破骨細胞へと分化し得るとされている (12)。しかしながら、
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前述の培養系における破骨細胞への分化率は、さほど高いものとは言えず、さらなる因子
の必要性が示唆される。さらに、前述の培養系ではすべての破骨細胞前駆細胞が同調して
分化しないことから、破骨細胞形成を制御する詳細な分化メカニズムは未だ明らかになっ
たとは言えない。
Transforming growth factor‐β(TGF‐β)は、多岐にわたる生理活性を持つサイトカ
インであり、上皮系、間葉系細胞を含む各種の細胞の増殖、分化を広く制御している
(13,14)。これまで、骨領域の数多くの研究において、TGF‐βは骨原性細胞の増殖と
分化を刺激し、骨基質産生能を有する細胞への分化を促進することが示されてきた (15,
16)。よって、TGF‐βは骨形成の促進因子である。しかしながら、骨吸収における
TGF‐βの作用に関する知見は、依然として混沌とした状態にあると言える。マウス頭蓋
骨の器官培養においてTGF‐βは骨吸収を促進し (17)、反対にラットの長管骨を用いた
器官培養ではTGF‐βは骨吸収を抑制することが報告されている (18)。さらに、
Hughesら(19)は、未分画の骨髄細胞においてTGF‐βが破骨細胞のアポトー シスを誘
導することを示している。
破骨細胞形成に関しては、TGF‐βの抑制作用はストローマ細胞を含む骨髄細胞の培養
系、骨髄細胞あるいは牌臓細胞とストローマ細胞との共培養系において報告されている
(20,21)。一方、TGFβ¨はヒトの自血病細胞株 FLG29。1における破骨細胞様細胞の
形成をオートクライン様式で促進することが報告されている (22)。また、TGF‐β2を
強制発現するトランスジェニックマウスは骨粗霧症様の病態を示すことが報告されている
(23,24)。さらに、 ドミナントネガティブ型のHttTGF‐β受容体 (TβR)を発現する
トランスジェニックマウスでは骨吸収が減少していることが示されている (25)。これ
らの報告は、TGF‐βが骨吸収に対し促進的に関与することを示唆する。
TGF‐βの多様な生物活性は、骨組織においては骨芽細胞、破骨細胞、血球系細胞、ス
トローマ細胞などに影響を与えると考えられる (26‐28)。したがって、これまでのJ“
ッJ′rοのストローマ細胞を含む培養系や、多くの異なった細胞から構成される培養系で
は、前駆細胞であるM/Mφから成熟破骨細胞への分化過程における、TGF‐βの直接的な
作用を詳細に検討することは困難であつた。本研究では、新しく破骨細胞前駆細胞の単離
方法を確立し、この手法により得られた高純度のM/Mφ様細胞を用いた。これらの純化
した細胞群を使用することにより、本研究ではTGF‐βの破骨細胞形成に対する直接的な
作用とその作用機序を探ることが可能となつた。
実験方法および材料
抗体
抗TGF―βl,‐2,…3モノクロー ナル抗体(clone lDll)、アイソタイプコントロー ル
抗体 (mOuse lgGl)はR&D Systcms lnc。(Min Cap01is,MN,UoSoA。)より購入 し
た。 ポ リクローナル ウサギ 抗RANK抗体 は雪印乳業 (株)(栃木)より御供与頂い
た。非標識 抗CD16/32抗体 (clone 2。4G2)、 ビオチン化 抗CDllb抗体 (M ac_lα
chain;clone M 1/70)、抗CDlla抗体 (LFA-l αchain;clone 2D7)、抗CD44抗体
(C10nC IM‐7)、 抗CD61抗体(integrin β3;C10ne C9。G2)、PE標識抗CD14抗体 (clone
rm C5‐3)はPharMingen lnternational(San Diego,CA,U oS.A。)より購入 した。ビオチ
ン化抗F4/80抗体 (clone A3‐1)、 FITC標識抗htegrin αv抗体、非標識抗DEC‐205抗
体 (clone NLDC¨145)はそれぞれSerOtcc.Co。(Kidlington,U.K。)、 住友電工 (株)(大
阪)、 BMA Biomedicals AG(Augst,Switzerland)より購入 した。NF‐κBの
clcctrophoretic mobility shift assayにおける、ポ リクローナル抗p50(sc‐114X)、 抗
p65(sc‐109X)抗体 はSanta Cruz Biotechnology,Inc。(San Diego,CA,UoSoA。)より
購入 した。
未分画骨 由来細胞か らのM/Mφ様細胞 の単離方法
4週齢から5週齢の雄性ICRマウス (静岡実験動物,静岡)から未分画骨由来細胞を調
製した。頚椎脱日による屠殺後、速やかに大腿骨、歴骨を摘出した。軟組織を除去後、大
腿骨、胆骨を10%fetal bO宙ne scrum(FBS,Intergcn,NY,U oSoA.)と100U/mlペニシ
リンを含む α…minimam essential medium(αM¨EM,ICN Biomedicals,Aurora,OH,
UoS.A.)中にて細切した。ボルテックスミキサーにより骨片より遊離させた細胞をポア
サイズ70 μmのメッシュでろ過し、これを未分画骨由来細胞浮遊液とした。採取した未
分画骨由来細胞 (108細胞)を10%FBSと10 nMのPGE2(Sigm a,Sto Louis,MO,
U oSoA。)を含むα¨MEMにてloo mmカルチャープレートに播き込み、5%C02の条件下
で6日間培養した。培養液の交換は培養開始後4日目に行なった。未分画骨由来細胞に含
まれるストローマ細胞は6日間の培養により増殖し、プレートの底面に厚い細胞層を形成
した。培養6日後に弱い機械的刺激 (プレートを振動する、もしくは細胞層の端をピペッ
トの先端で突く)を与えることにより、形成したストローマ細胞層は自発的に剥離した。
この際に底面に残存するM/Mφ様細胞を回収し実験に使用した。未分画骨由来細胞を高
濃度のPGE2(lμM)存在下に培養した場合、従来の報告通り (29)、多数の酒石酸抵
抗性酸フォスファターゼ (TRAP)陽性の多核細胞、すなわち破骨細胞が形成されるが、
本実験での低濃度PGE2(10 nM)で培養した場合、培養6日目に得られるほとんどの細
胞は形態的にM/Mφ様細胞であり、わずかに混入する細胞はストローマ細胞とTRAP陽
性の単核細胞であった。剥離した細胞層を除去後、残存する血球系細胞をphosphate‐
b uffered saline(PBS)にて洗い流 した。さらに、0。25%trypsin/0.5%EDTA処理する
ことによって、わずかに残存するス トローマ細胞を除いた。その後、底面に強 く接着する
M/Mφ様細胞をビペッティングにて回収 した。
破骨細胞形成 の評価
採取したM/Mφ様細胞はl X 104ぁるいは2.5×104細la/cm2の細胞密度でカルチャープ
レートに播き込み、各種サイトカインと10%FBSを含むα¨MEMで培養した。培養液の
交換は3日おきに行った。培養終了後、細胞を10%ホルマリンで固定し、leukocyte acid
phosphatase kit(Sigm a)を用いてTRAP染色を行つた。総細胞数、TRAP陽性単核細胞
数、TRAP陽性多核細胞数は顕微鏡下でカウントした。この染色によるTRAP強陽性の単
核細胞および多核細胞は破骨細胞lineageに入った細胞と考えられる。続いて、0。1%クエ
ン酸に溶解したprOpidium iOdidc(50 μg/ml)にて核を染色し、蛍光顕微鏡下に全細
胞の核数およびTRAP陽性多核細胞に含まれる核数をカウントした。融合率 (フュージョ
ンインデックス,Fo I。)はTRAP陽性多核細胞に含まれる核数のすべての細胞に含まれる
核数に対するパーセンテージであり、破骨細胞の成熟度の指標として用いた。
(TRAP陽性多核細胞に含まれる核数)
Fo I。(%)= X100
(TRAP陽性多核細胞に含まれる核数)+(単核細胞に含まれる核数)
Pit form alion assav
採取 したM/Mφ様細胞を10 ng/ml M¨CSF(Chemicon lnternatinal,Temccula,
CA,UoSoA.)、40 ng/mlsRANKL(PcproTec EC,Ltd.,London,U.K。)と各種濃度
のTGFβ¨l(Austral Bi010gicals,San Ramon,CA,UoSoA.)を含む10%FBS/α¨
MEMで5日間培養 した。Trypsin/EDTA処理後、ビペッティングにて細胞を回収 し、象
牙片上に800細胸 象牙片の密度で播き込み、1日間インキュベー トした。培養終了後、
細胞の生存を確認する為、各象牙片上の細胞をTRAP染色 し、続いて酸ヘマ トキシリン
(Sigm a)で吸収官を染色 した。吸収官の数は顕微鏡下でカウントした。
Flow cvtOm etorv
採取したM/Mφ様細胞は0。5%bovine serum album in(BSA)、0。1%アジ化ナトリ
ウム、lmMグルコースを含む氷冷したPBSに懸濁した。各抗体による染色に先立ち、非
特異的結合を抑える為に非標識抗CD16/32抗体あるいは過剰量のマウスIgG(Sigm a)
でプロツキングを行った。プロッキング処理した細胞をビオチン化抗CDllb抗体、抗
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CDlla抗体、抗CD44抗体、抗F4/80抗体、抗インテグリンβ3抗体、FITC標識抗インテ
グリンαv抗体、PE標識抗CD14抗体、または抗DEC205抗体と30分間反応させた。ビォ
チン化抗体および非標識抗体と反応させた検体には、続いて抗CD16/32抗体あるいは過
剰量のマウスIgGを含むアビジンFITC(Pharmingen)、FITC標識抗ラットIgG抗体
(Pharm ingen)を用いた二次反応 を行 つた。これ らの検体はFACStar(B cctOn
Dickinson,San Josc,CA,U oS.A。)を用いて、ゲー トをかけることな く解析 した。
Re=erse transcrintion‐DOlym erase chain reaction(RT‐PCR)
各種の処理を施した細胞をPBSにて洗浄後、アイソジェン (ニッポンジーン,東京)
l mlを加え、RNAを含む細胞抽出液を回収し、クロロホルム200 μlを加えた。
12,000g、15分間の遠心後、水層500 μlを別のチユープに移し、イソプロパノール
500 μl加え、RNAを沈澱させた。75%エタノールにてRNAペレットを洗浄し、これを風
乾させた。風乾させたRNAをDPEC処理水に溶解し、260 nmにおける吸光度を測定し定
量した。Total RNA(l μg)からSuperscript H preamplification system(GIBCO BRL,
Gaithersburg,MD,U oS.A。)を用いて下記の方法でcDNAを作成した。Total RNAを
70°C、 lo分間の処理で変性させた後、急冷し、各種buffer、M‐MLV由来の逆転写酵素
を加えた。反応液を42・Cで50分間インキュベートし、酵素反応は70°C、 15分間の処理で
終了させた。
PCRにおける各種 プライマーはGenbankに登録された配列に基づき、以下のようにデ
ザインし、合成した。
TRAP forward,
TRAP revcrse,
TRAP PCR product:466 bp
5LCACGATGCCAGCGACAAGAG‐3:
5LTGACCCCGTATGTGGCTAAC‐3'
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αv forw ard,       5LGCCAGCCCATTGAGTTTGATT-3:
αv reversc,       5LGCTACCAGGACCACCGAGAAG‐31
αv PCR product:329 bp
β3fOrw ard,      5LTTACCCCGTGGACATCTACTA‐3:
β3reverse,       5LAGTCTTCCATCCAGGGCAATA¨3:
intcgrin β3 PCR product:459 bp
integrin
integrin
integrin
integrin
integrin
cathepsin K forward,
cathepsin K reverse,
CD14 forward,
CD14 reterse,
CD14 PCR product:557 bp
RANK forward,
RANK reverse,
5LGGAAGAAGACTCACCAGAAGC‐3:
5LGTCATATAGCCGCCTCCACAG‐31
5LAAGTTCCCGACCCTCCAAGTT-3:
5LcTGCCTTTCTTTCCTTACATC‐3:
5LCTCTGCGTGCTGCTCGTTCC‐3:
5LTTGTCCCCTGGTGTGCTTCT‐3:
cathepsin K PCR product:463 bp
calcitonin receptor forward,  5LACCGACGAGCAACGCCTACGC…3'
calcitonin receptor reverse,  5LGCCTTCACAGCCTTCAGGTAC‐3:
calcitonin receptor PCR product:272 bp
RANK PCR product:518 bp
TGF‐βl forward,        5LGGACCGCAACAACGCCATCTA‐3:
TGF‐βl revcrse,         5LCGCACACAGCAGTTCTTCTCT‐3:
TGF‐βl PCR product:546 bp
TGF‐β2forward,        5LCATCCCGAATAAAAGCGAAGA¨3'
TGF‐β2reverse,         5LAAAACTCCCTCCCTCCTGTCA‐31
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TGF‐β2PCR product:630 bp
TGF…β3forward,
TGF―β3reversc,
TGF…β3PCR product:509 bp
TβR‐I forw ard,
TβR‐I reverse,
TβR‐I PCR product:416 bp
TβR‐II forward,
TβR―II revcrse,
TβR I¨I PCR product:421 bp
β‐actin fOrw ard,
β―actin reverse,
5LTTTTCCTCCCCCTTTCTACTG‐3:
5LGGTTCCATTTTTCTCCACTGA‐3:
5LGAAGGGCTCATCACCACCAAT¨3:
5LAGGCAGCTAACCGTATCCAGA‐3:
5LGGCATCGCTCATCTCCACAGT-3:
5LGCCCTCGGTCTCTCAGCACAC‐3:
5LTCACCCACACTGTGCCCATCTAC‐31
5LGAGTACTTGCGCTCAGGAGGAGC‐31
β a¨ctin PcR product:538 bp
増幅反応は各遺伝子の増幅の程度に応じて20‐32回行つた。増幅サイクルは94℃、30
秒間;58℃(TGF‐β2,‐β3のみ56℃)、 30秒間;72℃、 1分間を1サイクルとし
た。増幅反応は0.5 μlの各種cDNA(total RNA 50 ng相当)、 プライマー25 pmoles
、0.2 mM dNTP、l U Tap DNA polym erase(QiagCn,Inc。,V l nc , A U oSoA.)を
含む25 μlの容量で行い、増幅反応後、反応液15 μlをエチジウムプロマイドを含む1.5%
アガロースグル中で展開し、可視化した。
W estern blotting
M‐CSF単独、および M C¨SF+TGF¨βlで2日間前培養 したM/MO様細胞をPBSで洗
浄後、各種プロテアーゼィンヒビターを含むRIPA buffer[10 mM sodium phosphate
(pH 7.5),150 mM NaCl,1%NP¨40,0.5%sodium deoxycholate,0。1%SDS,lmM
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EDTA,1 lnM aminocthyl‐be zencsu fonyl fluoride,10 1tg/m l leupeptin,and lo
μg/m l aprotinin]を加え、ccll lysateを回収 し、15秒間超音波処理した。タンパク定量
はbicinchOninic acid protcin assay kit(Pierce Chemical CO。,RockfOrd,IL,U oS.A.)
にて行つた。
等量のタンパク質を含むサンプルを10%SDS‐ポリアクリルアミドグル電気泳動(SDS‐
PAGE)にて展開後、PvDF膜に転写した。 転写後のPVDF膜を5%のスキムミルクでプ
ロツキング後、抗RANK抗体あるいはコントロールウサギIgGと反応させた。二次抗体
として パーォキシダーゼ標識抗 ウサギ IgG抗体 (Santa Cruz BiOtcchnology,Inc。)を
良用 し、抗原抗体複合体 |まwcstern blot chemiluminescencc rcagcnts(DuPont New
England Nuclear Products,BOstOn,MA,U oS.A。)を用いて可視化 した。
M/Mφ様細胞をM‐CsF単独あるいはM‐csF+TGF¨βl存在下で2日間培養した後、核
抽出液を調製 した。核抽出液はSchreiberらの方法に従つて調製 した (30)。
[γ_32P]ATPでラベル したAP‐1およびNF‐κBの結合領域を含む2本鎖のオ リゴDNA
(AP‐1:5LCGCTTGATGAGTCAGCCGGAA‐31;
NF κ¨B:5LAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC‐3)とタンパク質量l μgの核抽出液を
室温で20分間反応させた。ォ リゴDNAの標識およびЫnding bufferはグルシフ トアッセ
イシステム (Prom ega,cOrpo MadisOn,WI,UoS.A.)を用いて行つた。反応の特異性は
50倍の非標識のオ リゴDNAを加えることによって確認 した。DNA‐タンパク質複合体は
7.2%のポリアクリルアミドグル中で0。5 XTBEにて展開した。泳動後のグルはグル ドライ
ヤーで乾燥後、オー トラジオグラフィーによってDNA‐タンパク質複合体を可視化 した。
抗体を用いたスーパーシフ トの実験では、室温でDNA‐タンパク質複合体を形成させた
後、反応液にlμgの抗NF‐κ Bl(p50)抗体、抗Rel…A(p65)抗体を加え、氷上で30分
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間インキュベー トした後、ポリアクリルアミドグルにて展開した。
統計解析はDunncttの多重解析によって行つた。
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結果
マウス未分画骨由来細胞の培養から単離したM/Mφ様細胞の同定
4-5週齢の雄性ICRマウスから得た未分画骨由来細胞を低濃度のPGE2存在下で培養す
ると、未分画骨由来細胞中のストローマ細胞は増殖し、6日後にはオーバーコンフルエン
トに達した。これらの細胞は厚い細胞層を形成し、弱い機械的刺激によリカルチャープレ
ート底面より容易に剥離した。このストローマ細胞の下層には、カルチャープレー ト底面
と強く接着した、形態的にマクロファージ様の細胞が多数存在していた。剥離したストロ
ーマ細胞層を取り除き、さらにわずかに残存する血球系細胞、ストローマ細胞を除いた
後、カルチャープレート底面に残るM/Mφ様細胞を回収した。
Fig。lAに示すように、採取した細胞は外観上マクロファージの形態を示し、すべての
細胞がラテックスピーズを貪食した (Fig。lB)。単離したこれらの細胞群は、その生存
にM‐csFを必要とし、M c¨sFを加えない場合には3日以内に死滅した。これらの細胞が
死滅した後に残るス トローマ細胞のコロニー数から、単離した細胞群は少なくとも
99。9%以上がM c¨sF依存的なマクロファージであると考えられた (デー タ省略)。
フローサイトメーターにより単離した細胞群の表面抗原をゲートをかけること無く解析
すると(Fig。lC)、これらの細胞群はM―CSF依存的な骨髄マクロフアージのマーカーであ
るF4/80が陽性であり、他にCDllb(M ac‐lαchain)、CDlla(LFA‐l αchain)、
CD44が陽性であった。また、CD14、インテグリンαvは弱陽性であつた。成熟破骨細
胞のマーカーであるインテグリンβ3ヽ 樹状細胞のマーカーであるDEC205は陰性であつ
た。これらの結果から、単離した細胞群はM/M φlineageに属する細胞であることが確認
された。
ル ガソο、J″ソJ′rοの研究から血液系細胞から破骨細胞への分化にはM‐CSFとRANKLの
存在が必須であることが示されている (5,6)。上述の方法で単離したM/Mφ様細胞を
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M―CSFとsRANKL存在下で6日間培養すると、Fig。2A、Bで示すように、それぞれの濃
度に依存して、TRAP陽性の多核細胞が出現した。M C¨SFの添加量に応じて増加した総
核数は、これらの細胞がM‐CSF依存的に増殖することを示す。また、M C¨SFは濃度依存
的に、破骨細胞lineageへのコミットメントを示すTRAP陽性細胞率および破骨細胞の成
熟度に関わる率を示すF.I.を上昇させた。しかし、両指標を最大とする20 ng/ml
M‐CSF添加群(sRANKLは40 ng/mlの一定濃度)においても、TRAP陽性細胞率は28%、
F.I.は7%に留まり、20 ng/ml以上のM C¨SFの添加によっても、さらなる破骨細胞形成
の促進は認められなかった。一方、sRANKLの添加は総核数に変化を与えないものの、
TRAP陽性細胞率、F.I.を濃度依存的に増加させた。両指標が最大に達する濃度は40
ng/mlであつた。M‐csFとsRANKLの添加によって出現する多核細胞を象牙片上に移し
た場合、これらの多核細胞は象牙片上に吸収官を形成した(Fig。2C、D)。
さらに半定量的PCRの解析(Fig。3)から、M‐CSFとsRANKL存在下で分化誘導した細
胞では、破骨細胞に多く発現することが知られるTRAP、cathepsin K、integrin αv、
integrin β3、 Calcitonin受容体の各mRNAが増加していた。一方、CD14の発現は減弱
していた。これらのM‐CSFとsRANKLの作用は、単離したM/Mφ様細胞が潜在的に成熟
破骨細胞へと分化し得る細胞群であることを示す。加えて、M C¨SFとRANKLは破骨細
胞前駆細胞であるM/Mφ様細胞の生存、増殖、分化に重要な役割を果たすといつた本研
究の結果は、これまでの知見と一致 した (5,6)。しかしながら、M C¨SFとsRANKLで
誘導したTRAP陽性細胞率、F.I。は決 して高いものではなかった。これらの結果は、すべ
ての細胞群が破骨細胞lineageには入つていないことを示している。
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M/M φlineageの細胞は各種のサイトカインや成長因子をオートクライン、パラクラ
イン的に産生し、その増殖や分化を制御している (31,32)。これらの因子の中で、
TGF‐βはM/Mφだけでなく破骨細胞においても発現していることが過去に報告されてい
る (33)。        _
RT…PCRによる解析 (Fig。4)では、単離したM/Mφ様細胞には2種類のTGF‐β受容
体 (TβR I¨,TβR‐II)が発現していた。これらの結果は、単離したM/Mφ様細胞が潜在
的にTGFβ¨に反応じ得る細胞であることを示唆する。
Fig。5A、Bで示すように、M_csF(10 ng/ml)とSRANKL(40 ng/ml)に加えてTGF‐
βlを添加すると、TGF‐βlの濃度に依存してTRAP陽性の多核細胞が増加した。高濃度
のTGF‐βl存在下 (1.25‐20 ng/ml)では、すべての細胞がTRAP陽性となり、
Fo I。は最高60%まで増加した。このFo I。はTGF‐βl非存在下の12倍に相当した。また、
100%の細胞がTRAP陽性になったことは、単離したM/Mφ様細胞がすべて破骨細胞
lineageに入ったことを意味する。しかし、単離したM/Mφ様細胞はTGF―βlと
sRANKL存在下で もM C¨sF無くしては生存することがで きず、TGF‐βlはM‐CSFに代
わり得るものではなかった。また、TGF‐βlとM‐CSFとの添加は、M/Mφ様細胞の生存
を維持することが可能であったが、この両因子だけではM/Mφ様細胞を多核細胞はもち
ろん、TRAP陽性の単核細胞にまでも分化させることはできなかった (デー タ省略)。
破骨細胞の分化促進にともなって、TGF‐βlはM‐CSFとsRANKLとによるTRAP、
cathepsin K、calcitonin受容体、integrin αv、 β3の各mRNAの発現上昇と
CD14mRNAの減少をさ らに増強 した(Fig。3)。
M‐CSF、sRANKLにTGF‐βlを加 えて分化誘導 した細胞群はTGF‐βl非存在下に形
成させた場合に比較 して多 くの吸収官を形成 し (Fig。5C)、Fig.6に示すように濃度依
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存的 に骨吸収活性をもつ多核細胞、すなわち、破骨細胞を増加させた。
これらの結果より、TGF‐βは単独で破骨細胞誘導活性を持たないものの、破骨細胞分
化の強力な補助因子であることが明らかとなった。
い ¬〔
Fig。4に示すように単離したM/Mφ様細胞はTβR‐I、 ‐IIと共に、内在性のTGF‐βl、
TGFβ¨2を発現していたことから、内在性TGF‐βがオー トクライン様式でM/Mφ様細
胞自身に作用する可能性が考えられた。そこで、内在性TGFβ¨の破骨細胞形成に対する
関与を検討した。
Fig。7に示すように、TGF‐βの中和抗体はM C¨SFとsRANKLとによって誘導される破
骨細胞形成を完全に抑制した。また、TGF―βl存在下でもTGF‐β中和抗体は有意に破骨
細胞形成を抑制した。一方、アイソタイプコントロールであるIgGlは有意な抑制を示さ
なかった。この結果は、M‐csFとsRANKLによる破骨細胞の形成に、M/Mφ様細胞か
ら産生される内在性TGFβ¨が必要であることを示唆する。
次に破骨細胞分化過程におけるTGFβ¨の作用時期、作用点を探る為に、M/Mφ様細胞
をM C¨SF単独あるいはM_csF+TGF‐βlで2日間前処理 した後、改めてM‐CsFと
sRANKLにて破骨細胞分化を誘導 した。また、この分化誘導過程でTGF‐β中和抗体を添
加時期を変えて加える実験を行つた。
M‐CSF+TGF¨βlで2日間前処理することによって、M/Mφ様細胞はTGF…βlを加え
なくとも、M C¨sFとsRANKLのみで、TGFβ¨lを加えた群と同等の高いF.I.を示し、効
率良 く破骨細胞へと分化 した (Fig。8‐B;左からlane2,lane3)。一方、M‐CSFのみで前
処理したM/Mφ様細胞においては、高い率の分化を誘導するにはM‐csFとsRANKLとに
加えてTGF…βlの添加が必要であった (Fig。8-A;左からlane2,lane3)。これらの結果
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は、2日間のTGF‐βl前処理がM/Mφ様細胞から破骨細胞lineageへのプライミングを
誘導することを示唆する。
このTGF‐βの作用機序の一つとして、TGF‐βがRANKLの受容体であるRANKの発現
を上昇させることが考えられる。 しか し、 2日間のM‐CSF前処理はRANKの発現を
mRNAレベルおよびタンパク質レベルで上昇させるにもかかわらず、TGF‐βlはRANK
の発現に全く影響を与えなかった(Fig。9)o一方、2日間のTGF‐βl前処理の効果をグル
シフトアッセィにより検討したところ (Fig。10)、TGF‐βl前処理したM/Mφ様細胞で
はsRANKL東J激後のAP 1¨、 NF κ¨Bの核移行が強く促進されていた。さらに、Fig。9が示
すように、M/Mφ様細胞をM‐CsF+TGF¨βlで2日間前処理した場合でも、M c¨sFと
sRANKLとで分化誘導する際に、経時的にTGFβ¨の中和抗体を加えると、添加時期に応
じた分化の抑制が認められた (Fig。8B)。この結果は、内在性TGF‐βは前述の破骨細
胞lineageへのプライミングだけでなく、その後の分化過程にも関与していることを示唆
している。
最後に、未分画骨由来細胞を用いて、破骨細胞形成におけるTGF‐β中和抗体の効果を
検討した (Fig。11)。未分画骨由来細胞をM‐CSFとsRANKLとによって破骨細胞を形成
させる培養系 (Fig。1lA)においても、1,25(OH)2D3を用いた破骨細胞形成系 (Fig.
1lB)においても、TGF‐β中和抗体は有意に破骨細胞形成を抑制した。この結果は、内
在性TGF‐βの重要性は、単離したM/Mφ様細胞に限ったものではないことを示してい
る。
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考察
単離 した破 骨細胞 前駆細胞 (M/Mφ様細胞)につ いて
本研究において、未分画骨由来細胞より破骨細胞前駆細胞、すなわち、M/Mφ様細胞
を単離する新しい方法を確立した。これらの前駆細胞は骨髄由来のM/Mφ様細胞の特徴
を有していた。
本研究では、このストローマ細胞やM/Mφ様細胞以外の血球系細胞を含まない細胞群
を用いて、TGFβ¨が直接的にM/Mφ様細胞に働きかけ、sRANKLとM‐CSFとによって
誘導される破骨細胞形成を促進することを示した。単離したM/Mφ様細胞はTβR…Iと
TβR‐IIに加え、TGF‐βl、 TGF‐β2を発現していた。この結果は、これらのM/Mφ様
細胞がTGF‐β産生細胞群であり、同時にTGF―β反応性の細胞群であることを示してい
る。各種の血球系細胞は、TGF…βとその受容体を発現しており、それらの増殖や分化は
TGF‐βによって制御されている (34,35)。破骨細胞も血液幹細胞を起源とすることか
ら (36)、単離したM/Mφ様細胞がTGF―βとその受容体を発現していることは、これ
らの知見と一致している。事実、ニワトリの破骨細胞やヒトの巨細胞肉腫由来の破骨細胞
様多核細胞では、TGF‐βとその受容体の発現が既に報告されている (33,37)。加え
て、TGF‐βの中和抗体は単離したM/Mφ様細胞から成熟破骨細胞への分化を強く抑制す
ることから、内在性に産生されるTGF‐βのオートクライン作用が破骨細胞の分化に必須
であると考えられる。さらに、本研究から、TGF‐βはM/Mφ様細胞から破骨細胞
lincageへのプライミングとその成熟過程の両方を促進することが示唆された。
本研究では破骨細胞前駆細胞を低濃度のPGE2処理した未分画骨由来細胞より単離し
た。これらのM/Mφ様細胞は、その生存と増殖にM‐CSFを必要とした。加えて、これら
の細胞は各種のM/M φlincageの表面抗原を発現しており、貪食能を示した。
granulocyte‐macrophage colony‐stim ulating factor(GM‐CSF)は、これらの細胞
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の生存を助けたが、その増殖やsRANKLによる破骨細胞への分化には寄与しなかった
(デー タ省略)。最近、M/Mφ様細胞の特徴を有するヒト由来の細胞はM‐CsFとGM‐
CSFによって、各々、破骨細胞と樹状細胞へと分化し得ることが示された (38)。加え
て、単離したM/Mφ様細胞にlipop01ysaccharidcを加えて培養した場合 (39)、これら
の細胞はsRANKL、TGF‐βl存在下においても、破骨細胞の形成は抑制された (デー タ
省略)。 これらのことを考え合わせると、単離した細胞群は常在性マクロファージ、破骨
細胞、樹状細胞に分化することが可能な未分化なM/M φlineageの細胞であると考えられ
た。
TGF‐βと骨吸収 につ いて
最近、Sellsらは、骨芽細胞/ストローマ細胞をわずかに含む骨髄細胞と牌臓細胞にお
いてTGF‐βがM_csFとsRANKL存在下に破骨細胞形成を促進することを報告した
(40)。また、この報告と同時期に、RANKLを発現するTリンパ球と婢臓細胞の共培養
においてTGF‐βが破骨細胞形成を促進することが示された (41)。これらの研究の結果
は、用いた細胞群の不均質性によりTGFβ¨の標的細胞が明確に示されていないものの、
本研究における結果と一致する (40,41)。さらには、ごく最近、TGF‐βスーパーファ
ミリー に属するact市inがM c¨sFとsRANKL存在下に破骨細胞形成を促進すること
(42)、また、ウサギの破骨細胞にはsmad lおょびsm ad5が発現しており、bone
morphogenctic prOtein(BMP)‐2が骨吸収を調節すること (43)が報告された。これら
の報告はTGF‐βスーパーファミリー の各因子と破骨細胞形成には、これまで報告されて
きた以上に密接な関わりがあることを示唆している。
本研究に用いた細胞群は、M/Mφの表現型をもつ均質な細胞から構成され、M‐csFと
sRANKL、そしてTGF‐β存在下でそのすべての細胞が破骨細胞へと分化した。よって、
TGF‐βは破骨細胞前駆細胞であるM/Mφ様細胞に直接的に働きかけ、破骨細胞への分化
を促進することが示された。本研究の結果と従来の共培養系での破骨細胞形成抑制に関す
る報告を考え合わせると、TGF‐βの破骨細胞形成に対する総合的な作用は、破骨細胞形
成に関わる細胞群の構成に依存すると言える。
本研究では、未分画骨由来細胞を用いた場合にも、M‐CSFとsRANKLとで誘導される
破骨細胞形成をTGF‐βが促進することを示した。この培養系はストロー マ細胞が含まれ
る。しかし、理由は判らないが、この培養条件ではストローマ細胞が旺盛に増殖すること
はなかつた。したがって、TGFβ¨の抑制効果は数多くのストロー マ細胞/骨芽細胞が同
時に存在しなければ発揮されないと考えられる。最近、RANKLのデコイレセプターであ
り、RANKLの作用を強力に抑制するosteoprotcgerin/OCIFの発現をTGF‐βが促進す
ることが示された (44)。よって、osteoprotegerinは、ス トローマ細胞を介したTGF¨
βの破骨細胞形成抑制作用を担う仲介物質の一つであると考えられる。本研究の結果は、
骨吸収抑制におけるTGF‐βとosteOprotegerinの関与を否定するものではない。しか
し、Fig。12のスキーマに示すように、内在性のTGF―βは破骨細胞形成に対し本質的に必
要な因子であること。そして、ストロー マー細胞の存在が少ない環境下では外来性TGF¨
βも破骨細胞形成を促進し得る、といつた本研究の結果は、従来の考え方に一石を投じる
ものである。
TGF‐βの破骨細胞形成促進 の機序 について
最近、PGE2がM‐CSFとsRANKLと協調し、血液系細胞からの破骨細胞の形成を促進
することが報告された (45)。各種の細胞において、TGF‐βはPGG/H synthase‐2の
発現を誘導することにより、PGsの産生を促すことが知られている (46,47)。これら
の報告は、本研究におけるTGFβ¨の破骨細胞形成促進が内在性PGsの産生によって仲介
されている可能性を示唆する。しかし、PGG/H synthase‐2の選択的阻害薬として知ら
れるNS-398は、本研究でのTGF‐βの破骨細胞形成作用に影響を与えなかつた (デー タ
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省略)。 よって、TGF…βの破骨細胞形成促進効果は内在性PGs産生に依存するものでは
ないと考えられる。
最近、樹状細胞 な らびに破骨細胞 において、RANKLはその受容体であるRANKを介 し
て、NF‐κBとc‐Jun N¨term inal protein kinase(JNK)を活性化 することが示されてい
る (12,48,49)。最近の研究では、RANKLがRANKに結合すると、数種のTNF
reccptor‐associated factors(TRADが召集され、その情報伝達カスケードからNF‐κB
が活性化することが示されている (48‐50)。NF‐κBlとNF‐κ B2のダブルノックアウ
トマウスおよびTRAF6ノックアウトマウスでは破骨細胞形成の欠陥により、重篤な大理
石病様の病態を呈することが報告されている (51,52)。同様にAP‐1の構成タンパク質
として知られるc‐Fosノックアウトマウスにおいても大理石病様の病態が報告されており
(53)、in宙trOではAP‐1の構成タンパク質であるFra-1の強制発現が破骨細胞形成を強
く促進することが報告されている (54)。つまり、AP‐1ならびにNF‐κBのシグナル伝
達系は破骨細胞形成に必須なシグナルであると考えられる。
本研究では、TGF‐βlはM/Mφ様細胞におけるRANKの発現に影響を与えないにもか
かわらず、TGF‐βl前処理がsRANKL刺激に依存したAP‐1およびNF‐κBの核移行を強
く促進することを示した。この結果は、TGFβ¨とRANKLの細胞内シグナルに、何らか
の相互作用が存在することを示唆する。最近、TGF―β―act市ated kinasc l(TAKl)は機
能的にI‐κ B kinaseと結合し、NF‐κBを活性化すること (55)、また、マクロフアー ジ
の活性化に対するTGF‐βの抑制作用はsm ad3を介すること (56)が報告された。現在、
TGF‐βの破骨細胞形成促進シグナルにおける詳細な分子機構は判らないが、このような
TGF‐β受容体下流のシグナリング分子とRANKシグナルに介在する分子の相互作用は、
本研究におけるTGF―βの破骨細胞形成促進作用の一部を説明するかも知れない。
以前より、TGF‐βが骨関連疾患の病態に関わることが示唆されてきた。リウマチ性関
節炎における滑膜には、IL‐1、 TNF‐αのような炎症性サイトカインと共に、TGF‐β産
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生能を持つマクロファージ様細胞が多く存在することが知られている (57,58)。また、
変型性関節炎を含む他のタイプの関節炎においても、その関節液中に多量のTGF‐βが検
出されている (59)。加えて、最近では、血清中のTGF‐βは骨粗霧症の女性において上
昇しており、骨量減少と高い相関を持つことが報告されている (60)。本研究の結果と
これらの報告を考え合わせると、TGF‐βは,"ソjソοにおいても骨形成と同様に骨吸収およ
び骨破壊に関与している可能性が示唆される。
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結論
(1)未分画骨由来細胞より、破骨細胞前駆細胞であるM/Mφ様細胞を高純度に単離す
る手法を確立した。
(2)単離したM/Mφ様細胞はTGF‐β受容体と内在的にTGF‐βを発現していた。
(3)TGF‐βlは、M‐CSFとsRANKLによるM/Mφ様細胞から破骨細胞への分化を著
しく促進 した。
(4)TGF‐β中和抗体は各種の′
“
ソJ′″ο破骨細胞誘導系において破骨細胞形成を抑制し
た。
(5)TGF¨βlの前処理は、M/Mφ様細胞において、sRANKL刺激によるAP‐1と
NF‐κBの活性化を大きく促進 した。
以上の結果より、破骨細胞分化が誘導される微小環境によっては、TGF‐βが破骨細胞
形成を強 く促進 し得ること。また、TGF‐βは、M―CSFとRANKLによって誘導される破
骨細胞形成に本質的に必要な因子であることが強 く示唆された。本研究の結果は、骨代謝
におけるTGF‐βの生理的意義に関して、新 しい考え方を提示するものである。
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CCDllb(MaC¨lα) CD44 CDlla(LFA‐lα)
Fig。1:単離したM/Mφ様細胞の位相差顕微鏡写真およびフローサ
イ トメーターによるM/Mφ様細胞の表面抗原の解析。
ストローマ細胞層を除去した後、培養ディッシュの底面に残る細胞群を
採取し、10%FBSを含むα一MEM培地にて、新しい培養ディッシュに移し
た (A:3時間後)。 単離した細胞は形態的にM/M φhneageに属する細
胞群であった。単離した細胞にO.2%のラテックスピーズを与え培養し、
3時間後、細胞に取り込まれていないピーズをPBSにて洗い流した。すべ
ての細胞が貪食能を示した (B)。各写真内の棒線は100 μmを示す。
単離した細胞の表面抗原をフローサイトメーターにより解析した (C)。
非標識抗CD16/32抗体、あるいは過剰量のマウスIgGで非特異的結合を
ブロッキングした後、各種抗体で染色した。影のついた領域は
avidin―FITC、FITC標識抗ラットIgG抗体、各種標識アイソタイプ抗体に
よるコントロール染色を示す。
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Fig.2:M―CSFとsRANKLによるM/Mφ様細胞からの破骨細胞分化
誘導。
M/Mφ様細胞が破骨細胞へと分化する際のM―CSF(A)とsRAINKL(B)
への依存性。単離したM/Mφ様細胞 (l X 104細胞/cm2)|こ各種濃度の
M―CSFとsIりNKL(40 ng/ml)を添加して6日間培養した (A)。 単離した
M/Mφ様細胞 (2.5X104細胞/cm2)に各種濃度のsWIヽKLとM―CSF(10
ng/ml)を添加し、6日間培養した (B)。各培養終了後、TRAP染色、プロピ
ジウムアイオダイ ドによる核染色を行い、全細胞および劉υP陽性単核細胞
とTRAP陽性多核細胞のそれぞれの核数をカウントした。総核数 (□)は培
養中の細胞の増殖を表す。総核数に対するTRAP陽性単核細胞とTRAP陽性多
核細胞とに含まれる核数のパーセンテージ (●)はM/Mφ様細胞の破骨細胞
lineageへの分化率を示す。F.I。(○)は成熟破骨細胞に至る細胞融合に関
わったTRAP陽性の破骨細胞前駆細胞の全細胞に対するパーセンテージを示
す。各値は代表する実験の3ウェルの平均値土標準誤差で示した。
M―CSF(10 ng/ml)とsRANKL(40 ng/ml)によって誘導された破骨細胞の
TRAP染色像 ;6日目 (C)。M―CSF(10 ng/ml)とsRANKL(40 ng/ml)を添
加して培養したM/Mφ様細胞を5日目に象牙片上に移し、 1日間で形成され
た吸収省 (D)。象牙片上に形成された吸収富は酸ヘマトキシリンで染色さ
れた。各写真内の棒線は100 μmを示す。
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Fig.3:半定量的RT―PCRによる各種mRNA発現の解析。
単離した直後のM/Mφ様細胞から得たtotal RNA(lanes l,5,9)。
M―CSF(10 ng/ml)のみを加え6日間培養したM/Mφ様細胞から得た
totd RNA(lanes 2,6,10)。M―CSFとsRANKL(40 ng/ml)を力日え
6日間培養し、M/Mφ様細胞と一部破骨細胞へと分化した細胞群から得
たtotal RNA(lanes 3,7,11)。M―CSF、sRANKLとTGF―βl(10
ng/ml)を加え6日間培養し、破骨細胞へと分化した細胞群から得た
total RNA(lanes 4,8,12)。用いたプライマーはマウス¶υF、
野Iそびβ二∫lin達註ィ云子からラゞJヴ‖γシ
 ｀integrin β 3 ｀G・ldtonin J箋塔Fイ本
された。写真下の数字はPCRの増幅
回数を示す。
丁GF‐βl(24)
TGF―β2(32)
丁GF‐β3(32)
TβR―|(30)
TβR―||(30)
β―aCtin(24)
Fig。4:TGF一βsとTGF―β受容体の発現。
単離した直後のM/Mφ様細胞から得たtotal RNA(lane l)。
M―CSF(10 ng/1」)のみを加え6日間培養したM/Mφ様細胞から
得たtotal RNA(lane 2)。M―CSFとsRANKL(40 ng力■)を加
え6日間培養し、M/Mφ様細胞と一部、破骨細胞へと分化した細胞
群から得たtotal RNA (lane 3)。M―CSF、sRANKLとTGF―βl
(10 ng/ml)を加え6日間培養し、破骨細胞へと分化した細胞群
から得たtotal RNA(lane 4)。括弧内はPCRの増幅回数を示す。
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Fig。5:破骨細胞形成のTGF―βに対する依存性。
単離したM/Mφ様細胞 (2。5X104細胞/cln2)に各種濃度の
TGF―βlとM―CSF(10 ng/]ml)、 sRANKLC40 ng/mのを添カロし
6日間培養した (0。各培養終了後、qRAP染色とプロピジウム
アイオダイドによる核染色を行い、総核数 (□)、¶υP陽性細
胞率 (●)、 およびFo I。(○)を測定した。各値は代表する実験
の3ウェルの平均値土標準誤差で示す。M一CSF(10 ngん前、sRA―C40 ng/mDに1℃F―βl(10 ngんm)を加えて誘導され
た破骨細胞の¶υP染色像 ;6日目 (B)。M―CSF(10 ngんめ、sRA―C40 ng/n的にTGF―βl(10 ngたm)を加え培養した細
胞群を5日目に象牙片上に移し、 1日後に形成された吸収嵩
(C)。象牙片上に形成された吸収害を酸ヘマトキシリンにより
染色した。各写真内の棒線は100 μmを示す。
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Fig。6:M/Mφ様細胞にM‐CSF、sRANKLと各種濃度のTGF‐βlを
加えて培養 した細胞群の吸収宙形成能。
n∬
'現
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0
800細胞/象牙片の細胞密度で象牙片上に移した。1日後、象牙片上の細胞群
を剥ぎ取り、形成された吸収官を酸ヘマトキシリンで染色し、顕微鏡下でそ
の数をカウントした。各値は代表する実験の4ウェルの平均値±標準誤差で
示す。
（?
?
?
?
?
??
?
??
F ig.7: M‐CSFとsRANKLによる破 骨細胞 形 成 に対 す
るTGF‐β 中和 抗体 の抑制 効 果 。
単離したM/Mφ様細胞をM‐CSF(10 ng/ml)、SRANKL(40
ng/ml)、TGF‐βl(10 ng/ml)の各種組み合わせに、それ
ぞれTGF…β中和抗体(20 μg/ml)、アイソタイプコントロール
IgGl(20μg/ml)を添加し、6日間培養後のFo I.を算出した。
各値は代表する実験の3ウェルの平均値±標準誤差で示す。
*p<0.ol:D unnettの多重比較による。
M‐CSF + + + + + + + +
TGF―βl + + + +
sRANKL + + + + + +
anu‐TGF‐βAb. + +
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Fig.8:破骨細胞分化過程のプライミングと成熟に対するTGF‐β
中和抗体の抑制効果。
単離したM/Mφ様細胞をM‐CSF(10 ng/ml)単独 (A)、もしくはM‐
CSFとTGF‐βl(10 ng/ml)(B)を加え、2日間前培養した。前培養
後、培養液を除き各ウェルを洗浄した後、M C¨SF、sRANKL(40 ng/
ml)、TGF‐βlの各種組み合わせにより破骨細胞形成を誘導し、経時的
にTGF‐β中和抗体(20 μg/ml)、アイソタイプコントロールIgGl(20μ
g/ml)を添加し、6日後 (計8日後)のF.I。を算出した。TGF…β中和抗
体とアイソタィプコントロールIgGlは、それぞれ前培養後 、day O(D‐
0)、day l(D‐1)、day 3(D‐3)に加えた。各値は代表する実験の3ウェ
ルの平均値±標準誤差で示す。
*p<o.ol:D unnettの多重比較による。
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Fig。9:M/Mφ様細胞のRANKL受容体 (RANK)発現に対
するTGF一βlの効果。
抗RANK抗体によるウエスタンブロッティング (A)。マウス
RANKプライマーを用いたて「―PCR(B)。単離した直後のM/Mφ様細胞から得たタンパク質とtotal RISA(A:lane l;B:lanes l,
4,7)。M―CSF(10 ng/ml)のみを加え2日間培養したM/Mφ様
細月包から得た、タンパク質とtotal RllA(A:lane 2;B:lanes 2,
5,8)。M―CSFとTGF―βl(10 ng/ml)を力日え6日間培養した
M/Mφ様細胞から得た、タンパク質とtotal‐X(A:lane 3;B:
lanes 3,6,9)。M―CSF(100 ng/ml)のみを加え2日間培養した
M/Mφ様細胞から得たタンパク質と (A:lane 4)。M―CSF(100
ng/ml)とTGF―βl(10 ng/ml)を力日え6日間培養したM/Mφ様
細胞から得たタンパク質 (A:lalle 5)。
B
26
A
M―CSF M―CSF+TGF…βl (pretreatment)
M―CSF+丁GF―βl (pretreatment)
Fig.10:M/Mφ様細胞のsRANKL刺激によるAP-1、NF―κB
活性化に対するTGF―βの効果。
M―CSF(10 ngた■)添力日群、M―CSF+TGF―βl(10 ng/1nl)添
加群を、それぞれ2日間前培養した後、sRANKL(40 ng/mDで刺激し
た。刺激後、経時的に核抽出液を採取し、ゲルシフトアッセイに供し
た。  A:AP-1;Oh(1狙es l,5)、 0.5h(lanes 2,6)、 lh
(lanes 3,7)、 3h(lanes 4,8)、 B:NF―κB;Oh(lanes l,6
)、 0.5h(lmes 2,7)、 lh(lanes 3,8,11,12)、 2h(lmes 4,
9)、4h(la■es 5,10);1狙e llおよびhne 12はlaF 8に用いたサ
ンプルを標識オリゴDNAと結合させた後、それぞれ抗p50抗体、抗65
抗体と反応させ、スーパーシフトさせた。
B
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〓
???
」?
?
」???
??
B〓??
?
?
?
〓
?
」?
」?
?
」???
??
?
M‐CSF + + + + + 十
TGF‐βl 十 +
sRANKL + + + +
ant‐TGF‐3‐Ab. +
oontrolioGl +
Fig.11:未分画骨由来細胞における破骨細胞形成に対するTGF口βlとTGF‐β
中和抗体の効果。
(A):未分画骨由来細胞 (l X 105細胞)を96穴プレートの各ウェルに播き込み、
Υ器 ミ懇歳2柑Ь『野り斗習ミ出品輩2。23評客鰍:
た。5日後にTRAP染色を行い、3核以上を含むTRAP陽性多核細胞の数を顕微鏡下で
カウントした。
(B):未分画骨由来細胞 (5X105細胞)を96穴プレー トの各wellに播き込み、
1,25(OH)2D3(10 nM)とTGF―β中和抗体(20 μg/ml)、アイソタイプコントロール
IgGl(20μg/ml)を添加 した。7日後にTRAP染色を行い、3核以上を含むTRAP陽性多
核細胞の数を顕微鏡下でカウントした。各値は代表する実験の3ウェルの平均値±標準
誤差で示す。
∽): **p<0.01, *p<0.05
(B): **p<0.01
Dunnettの多重比較による。
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Fig。12:破骨細胞の分化過程におけるTGF一βの作用機構
